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1. Titr ^ de rinvention 

Idsntification d'une cibie ceBulaire pourle d^veioppemeni d'agenis thdrapeutiques contre le 
patiiog&ne fongique Candida albicans. 

2. Domaines d'appHcation de rmvention 

Biomedical, 



D6veloppement d'agents tb^rapeutiques aattfongiques dirisis contre le pathogece humaia 
Candida albicans. 

Resume de I'invenb'Qn 

Nous avoas identifid, doa6 et s6qasnc^ is gene codant pow la sous-imii6 rdguiatrics d'une 
prot6iae kinase AMP cyclique d^pendaste {cAMP-dependem protein kinase: PKA) chez le 
pathogene humain Candida albicans, Les r^sultats d'exp^riences visant k d€l6tS'T ct gene out 
ddmoatK? que sa presence ^tait essetttieile h. ia croissaiice du pathogfene. Cette caract^ristique en 
fail uae cible celiulaoie pour ie d^veioppetrient d'agents thSrapetitiques mi-Candida. De teiles 
cibies sont extreme msnt rares. 




Etant donni I'inmst des compagnies pharmaceutiques et hiotecknologiques pour de relies 
ciblcs. it est ccnam que si nos resultats ne sont pxs proteges, ils serora recuperes par ces 
demiires. Touies les rciombees potemidUs, en terme de recherche et de develappement, 
semient ahrs perdues. 



5. Description de I'lnyention 
5.1. Le pathog en e 

L'incidence des infections fongiques a augment^ de fagoa dramatique au cours des deux 
demjere.? decsnnies. L'augmentation a tit leae que les mycoses syst^miques repr6senteni 
mainteBani une iinporiaiue cause de morbidity, et de mortaJii^, Paimi loutes les mycoses, les 
candidiasesv causies par Candida albicans sont de loin les pius iiuponantes (Groll et at, 1998; 
Pfaller 1992). 

C albicar^ est iin myc&te oppormmste normalsmeut present dans les muqueuses buccals, 
imestinale ei vaginaje, Celui-ci devieni cependant pathogeae lorsqu'un d^sdquilibre survieat 
daBS le sysierae de defense de I'bcne ou que la flore microbieane indigene est peiturbee 
(^ixaitemenis aux antibiouques). .Mnsi, les candidiases accompagnent souvent 
rimrnunosuppression le.g, lors de gieffes, de therapies cytotoxiques, de radioth^rapie ou d'usage 
de conicosi^roides). rimmunoincompdtence et rimmunod^ficience. Chez les patients 
.sdvferement immunocompromis, C albicans psut causer des infections systdmiques graves 
menant fr^auemment au d6ces (GroU era/., 1996; Walsh etal, 1996; Minamoto &'Rosenberg, 
1997). 



5.2, Le conteyte de recherche 

Le nombre hmzte de m^dicaisents aatifongiques effic^ces et sans effet secoBdaire important d« 
meme que V^ngmtnmmn de la prevalence cies infect.oa. fondques mettent en^viS e 

. Lirgen.e de dfivs.opper de no-jveacx ag-n*^ a::-:, -gia'ae^ Stembers 1994). 

AB cours ie. demises aimee. ur.. vne rasee sa: ! la^ntification la dis^secnon d^^ 

''^r ^'^'^ ^^^^"^^"^ ^ serait possible d'interfarer. En 

Lcu^.. .intje relies ac.!^v: ' . . .,,ti£ J'ldLnun^r d?s syb^ ta n ^ sa imciao a i^ia^ de 
iewron..1unpouvantparlasL:ii- £ue uuLsces poor ia production d'agenis th^rapeutiques 
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5.3. l/approche de recherche 

Cormne plusieurs auires raycfetes d'importance madicale. C. albicans peut de rrsamers reversibis 
alt&rner en-re une croissance l&vurifonne i.celluies ovoicss) et une croissance myc6ijsrme 
(ceiluies hyphoides), ce qu'est le dimorphisme. Comme clje-z C. albicans la forme myc^iisnne 
est impiliqu^e dans ia viiulence, et comsift ie dimorpMsme est particuliex aux champignons, 
celui-ci repr6sente une source potentielle de cibles pour le d£veioppement de substances 
antifongiques. En utilisant iJne approche moMciiiaire. nous avons entreprls de d6n3oncrer 
rimplication d'une tnzymt, appel^^g cAMF-dependent protein mme (Pk Aj. dans l e controk de 

impUqait dans le contreie dm dimorphisms 

La PKA est une prot^ine t^tram^rique composiSe de deux soos-unitSs catalytiques (PKA-C) et ds 
deux sous-unites regulaoicss (PKA-R). Sous sa forme t^traingrique, la PK.^ est ioacuve. 
Cepsndaat, sn presence d'ad^nosiae monophosphate cyclique (AMP cyclique), les sous-unites 
r6gulatrices se dissocient des sous-unites cataiytiques qui deviennent aiors aciives (Figure 5.1). 



poRMBimcnm . - ampc 

Figure 5.1. ReisrcscBtation scbematiqBe la cAMP-dependent pratein Unase (PK.\). A, Forme, xm^iin^t 
inacu-ve de la PKA. Le i^Ie des soas-unitfis rSgulamcss PEA-R est de s'associei 
catalyiiquss PKA<: afiu da les mainteoir iaacuves. B. La presence d'AMPc sor les sotis- uiuies 
reguia3ic£s enaainfc la libeiatioE die PKA^C monomenqnes actives, I 



Aim de deierminer rimplication de PKA-C et PKA-R dans le coctrSIe de ia transition levure- 
myc61ium, nous avons clon6 les gSnes les encodant Pour ce f aire nous avons fait ime analyse 
des sequences de genes homologties chtz d'autres organismes fongiques afin d'identifier des 

regions conssrv6es. A partir de deux couries regions rsladvement bien consemes, nous avons 
synthens^ de,? an;orces degener^es afui d'axnplifier u.r]s portion des genes par la technique de 
Polymerase chain reaction iJ'CR). La pordon amplinde de chacun des deux gSnes a ensuite ete 
utilis^e corn,me sonde afin d'isoisr des clones I partir d'une banque g6nomique fosmidique de C 
albicans.^ Par la suite, des sous-clones ont ti€ utiUsds afin de d6terminer la sequence des g^nes 
Pka-r et Pka-c encodant les sous-unites r^gulatrices et cataiytiques respectivement 
Selon notre hypothese de travail Factivadoa de la PK.A (en presence d'.AMP cyclique) permet 
de declencher la transiiion levure-mycelium. Aim de verifier Fimpiication des genes codaat 
pour les sous-uaii^s cataiytiques et r6gulatrices dans le conn-ole du dimorphisme, nous avons 
enrrepris de d^ldter chacun de ceux-ci chez C. albicans. Ainsi, ia daatioii du gene Pka-c 
(aucune PKA-C active dans la cellule) devait empecher la souche d'Qp6rer la transition levure- 
myc6iiuro en presence d'.AMP cyclique, alors que la d616tion du ghi\z Pka-r (PBCA-C toujours 
active dans la cellule, puisque ia PKA-R n'est pas prdsente pour Tinacti^'er) devait permettre une 
croissance myc^lienne constimtive. c'est-^-dire mgme en absence d'AJVIP cyclique. 



Une banqoe fosmidique. esi coastruit; daas -jn vrc;;-jx ccmcnsrii I'ongirsf. cs rsplicauon du plasuude F cie £. coh. 
vsctsur, present en une sccle copis par ceiiule. dimitiue ks possibiiiies de reamiecmeiit a rinimea.' des clones. 



A. 




sovsinm^ catalyuqu^ 



SOUS-UNUtS R^GUlATfyC£ 




PKA-C manam&riques 
actives 



L&s matmmpka-c obtenus ne pouvaient effectivemeni op^rsr la transition ievure-myc61iiim en 
prdsencs d*AMP cyclique. Ces r^sultats supportaiem done aotre hypothese selon laqiielie fa 
PKA est impiiqude dans ie controle de la transition ievure-mycdliu'm. Afm at confirmer notre 
hypQthfese, nous avons alors entrepris de gdndrer des mutacis pour It gene Pka-r, 
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5.4^ La matagftttfesi^ de Pfrg-r 

Afin de faciliter la comprehension des risuitms obtmus lors des experiences de rrmtasenese de 
Pka-r, des explications sont donnees sur k foncnonrtemem de la mithode unlisee. 
C. albicans tsi uu urgaiusme diploide, c est-i-dke qu'il poss6de deux copies de. chacan aes 
chromcisomes (done deux alleles pour chacun des genes). Pour generer un mutanu il faut done 
inach'v'er les deux aileieiv do gfene k Tdtude. Ainsi. pour reaiissr iss exp^nencss de routagdnese 
(pour It'? genes ?/az-c et Pka-r), nous avons ucijs:' :a UR.i blasicr technique psTTnt^ttant df 
d'dierer l es deux alleles d 'un gsae chez C albicar..:. Ctxxt irssthodg.. mi^se au pj:nm.ilxA.qiidqu£& 
■ aim^, pennct de dskter sdqusDtieiiemeat les deux alieies avec une efiicactt^ variant cntre 20 
et 100%.^ Aiasi, Tanalyse d'une dizains de transformants pennet g6n6ra3emem ^'identifier les 
mutants rechercii^s. 

Une coiBtnictiOc (appelde pKiPl) fut d'abord gfsdrfe, dass laqusLle una casssrte - contenant ie 
eene £/ra5 sitae eatre deux sdqusncss rep6cdes cat ~ fut flcnqu^e de sfquences simees ds pan et 
d autre du gene Pbi-r (Figure 5,2), Dans cette construction, le gfene Vra3 (unpiiqu^ dans la 
syntbasse de I'uracil) est utilise comme marqueur pour la selection des transformants (utilisation 
d'une souche parentale auxotrophe pourruracil; «rai"), alors que les s^uencss cat (sequences 
partielles du g6ne codant pour la chloramphenicol acetyl transferase) permettent une 
recombinaLson intra-chromosomiqne afm d'^Iiminer le g^ne Ura3 O'titiUt^ de ceci est expliqu^e 
plus loin). 



— 






1 Si* 


^^Mj^„„i, , ,.,,.„,*„,jmMn(w,fmvi Yconsmictlan 

jwence en ammt du gene cassette s^qumve en cwed dEu g&rte\ plas!mil^i£ pMSL 


Figure 5.2. Gonstracttotj depMPl pour la mata|enfese du g&ne Piiai-r. Lss seqaentats simSss en affiom ei en 
aval da gens P^wrr oat ets imrodmtfts de |sart et d'autrs de la cassemaa-^UraS-em. 



La consiruction pNlPl fut utiUsee pour transfornier la scuchs CAI4 {ura3-) de C alhicafts? La 
selection des transformants fut laite sur nibeu xnmixca] afm de perraettre umquetnem la 
croissancs de ceux avant mtigri ia cassette cat'Vra3-cat k leur g6nome. Neuf des 
transformants obtenus ont et^ cestes par analyse de t\'pe Southe.-n, arm de v^nfier la 
remplacemeni; d'un premie; aDele du gene Pka-r I'^n la cassstts friaure 5.3} 
Dsux des nansformants verifies se sout dv6res e*jre les xu-^ls heniizygotes rccnerchias, c'est--^- 
dire ne posssdant plus qu'un seul allele du gene Pka-r (g6not>-pe Pka-r'/ Apka-rrcat-UraJ-cat). 
Ces mutants hemiz>-gotes avaisnt un phenotype myc^lien constitutif. Ces r6suitats confijinaient 
h. nouveau rur.pbcauoa de la ?ilA dans ie controle dti dimorphlsme (tout comme I'avait fait la 
mutag^nese du gens Pka-c; section 5.4). 

/Vln de pocv-^u: deleter le deuxisme aUfeis du gene Pka-r, :1 a d abord faiiu renblir rauxotrophie 

I'uraciie chtz un des mutants h^mizygotes. Pour ce faire, ie mutant hemizygote fut place sur 
milieu complet penneitaat aiasi la pene du gfene Ura3 par une recorabinaison entre les 
sequences cat situfes de part et d'autre de celui-ci (menant k Texcision du gene Ura3). Les 



" Selon la httenituis et riotis experience personnelic 

■ CVI4 esi une soudjs sumdard uiilisee dans plusiears iaboiatoires a rravers k monde 
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r^vertants ura3- furent ensuite s^lectioan^ sur milieu contenant ciu 5-FOA> une substance 
toxique pour les cellules poss^dant encore un gtn& Ura3 fooctioimei. Vinat-nois r6vertaBts 
um3' fmtm verifies par analyse de type Southern afm de confirmer la perte du e^ne VraS 
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A. 

y y 

^ plasrradigue pJViJ^L 


• 










B. 

Figure 5.3 Kepreientauon schsmatiqus du mecani5m« ayaat UKSot i la aaaiagfiniss do ptrsmia aii^e ds ^ene 
Pfefl-r, A, Alignemsnt des sequences homoiogues situ£ss de part « d'auae du geae Fka-r el de la 
cassstte cca-UraS-cm. B. Suite a one. double reecraifemaison impUfjttto^ 
iiomo}og«es, renaplaccment do aene Pia-rpar iacassens. 






chTQTnosameS 



Figure 5.4. R*q5r6seniaacffischaniadqoedeslodj»ia-ri[la^s^^^ 
ayant mess& S Tftxcisioa do gaae CfraJ. 



Un de CSS revenants (Pka-r/Apka-r::cm) fut s61ectioim6 pour la mutastoe du deuxi^me aB^le 
Fka-r en utaisact i nouveau la constractioii plasmidique pMPl fFtaure 5.5 1 Plusieurs senss de 
transfonnants furent analys^es par Southsm aim de d6iacter un mutant avant ^ubi id uc)i?tion du 
deiixi&me allHe Pka-r. Aa toial, 1 13 transformants furent ainsj analyses panai lesqueis aucun 
nt s'av^ra etre un mutant pfca-rliomozygote nul i^ka-r::cat~Ura$'Cat/Apka-r::cat), 




Figure S.5. Reprssentauoa schSsratiqoe ds la moiagenese attendee lors d'expenencesvsiarit la cJeieuon do 
^^"^^^"^'^ ^^^^ do ggne />fa3.r. A Aligaamant des seatieaces bomoiogut-s suuee^ de rxn a 



d'autre. da geae Pka-r. B. Suite k ane double recombinaison jmphquaai Ici sequences situses. de 
pan et dautre ds ztns Pka-r, renspiacemcut ds cdui-ci par la cassette cat-Ura3-cai. 
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En fajt, oa obsen'ait dans U piesque totality aes cas que le locus Pka-r d6]k d€l6i6 6mt ^ 
Bouveau la ciMe de la double rccombinaxsoa (Figure ,5 6) 



- — 1 


A. 

X X 






B. 

PigHre 5.6. ReprfiscoatioB sch&aaagae de la mutajdnese obserpes lore de tsnutives poor deleter fe QsaXisme 
aJi^e da %hat Pka-r. A, Aligntaixeiit des sSquences homologues situesss de psrt et d'aatre de la 
seqaencs cm reslaiitc sbi» a la dflieac® du premier aUeie. B. Suite i ims doeble reccaabutaKon 
impJiqfjant ls5s ssqueuces sitaees de pajt etd'aaire de }a ssqo«nas cat, templacemeiit dc celle-ei 

par 

la cassette cm-VraS-eat. 




Ces rdsultats ne pouvaieot s'expiiqusr par dss probl^ss techniques it mutag^oese. Etani 
doim6 le Dombrs £it\€ de traBSfoixnants analyses, ces rdsuitats suggdraieat pTut6t une 
mipossibilii^ de deleter les deux alleles du ghnt Pka-r. AM verifier cette bypodafese, une 
aowelle construction nn ginirit pour la mutag^nSse. Dans cette consmiciion, appel6e pMP3, 
le g&ne XJraS fut placd au centre de la sequence codant poiir le gSsne Pka-r (sans les sequences 
sim6es en amont et en aval dii g6iis; Figure 5.7). 




1 1 constnintion 

X X 

fees N ^ H?Sr<^ . V^/-' . \ — chror>osams. S 

Figure S.7. Rftpr^entatioa sdismatique de ia muiagenese attencuc a\ sc la construcuon Pi^nsidique pMP3 
A noier rabseace d'homologie de sequeuce cniie pMP3 et le locus dc 1 aliele dftja delete. 




Comme les s^quenoes presenies sur cette construction ne se retrouvent qu'au locus non encore 
d^Mt6, ce'-te situat::on Jevait forcer Vint^gration du gene Vra3 dans TaOSIs Pka-r restant. 
Capendant, aucun des 20 transformants verifies par analyse de t>'pe Southern d'sui le deuxi&me 

aBde Pto-r dei6t^, 

Ces r^sultats n^gatifs furect aiors consjd^rds en meme temps que deux autres observations que 
nous avions faites lors de ces experience^j de mutag^nfese. Premiferement. !e nombre de 
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irariSformants obtsniis lors des exptJrienoes visant ia da^tion du deuxieme allele Pka-r ^avec 
pMPl pMP3) 6t&it sns'iroc 30% inferieur k ceJui obtsnu nonnalemem lors d 'experiences de 
rnutagenese sembiabbs (visaiu d'autres gfenes). Deuxi^mement une portion imponante des 
transformanis ne formait que de trfes peiiies coioaies sur les p6tris de transform aii on; diametxe 
de 0 5 miD comparauvement aa diain6tre habituel de 2-3 mm ^ Lorsaue as pstues ^cK>mes 
fu-ent repeal "h mibeu liquide ou r6etaI6es sur milieu gflosd, zvcune i:%^u-s ne m 
oDs^r%?e ^r^e^ eaienbie ce^ f^^;,en'a^ions <;u£g5-ii«at m er rerd-mt Is aea>.t?ne ali^lf du 
gene /^^.j r li^^ jan'^tonRai ^is pou^cu^n t to j: ^.mpiemdn- pas croiL-e irf^aiicuot du nombre de 

n-ansftjrE3S25!^tyt'T£g^ tticore cnntreTfiSqi^meSrpoiran^ pt^HoJe cr rsmpTEH-^'liS^ " 

^presence de pstites colonies aon-viables). 

Comme )es difficuii£s k idenofjer des mutants pka-r homozv^gotes du1<; ne &em^)]djeci Das cL-e de 
nao-re tecnatqiie, nous avons alors posd commc hypotb6se ^ue la pr6ssnc? dans ia cellule de"^ 
.'KA-C louiours active (le r6te ae PKA-R dtaai de s'associer & 1 en2>Tne PKA-C afm de k 

-tenii d:i'is un ^tat mactif) s'a%6rait ietale pour C a/^fjcanj. Afm de vdnner cette hypoth&se 
ecus avoa^ ^ntrepns de g^n^rer un mmm pka-r homozygott nul cbez une souche ns poss6dam' 
fas d cnzv-n- PK.'\-C frnuidnt nka^c homosygote aul). En tJi6one, Chez un tel mutant I'absence 
Je PKA-R ne dexru: p^i. nuxre ^ la ceBule puisqus celle-n ne renfenne pas d'enz^-me PKA-C 
I 01 > la mutag^ne t au premier allde de ^ nq c.^ ^tzt tran^sformaots venfij^s par 

^ se Soatheni se som avdrds Stre du genotype ansadu (Pka-r /Apti-r cat-VraS-cat 

ipit^ L -a'/ ,ipKa . cat) - Tout comma ddcrit pr6c6deioiBent, un de ces mutants fut mihsi 
pour obtenu- des -iv;naiitst.ra5-. Undesr^vertaxits obtenus (Pfcz-r/^pfco-r car ^o^-c cat/ 
Apm-c: cat) rut uuLs^ pour la mutag^nS:se du second sBblt Pka-r, aprSs verification du 
genotype par analyse de type Southern. Neuf des 31 transformanis obienus lors oe ces 
e\pdnences furent confinn^s atre des mutants pka-r Iiomoz>'§oies nuls (4pfca-r cat-CraS-cat / 
Apka~r cat ^pka-c cat/6phi-c caO par analyse de tvpe Southern Ces rdsultats 
coniirma:ent que 1 impossibility d'obtenu des mutiats Dka-r homoz\'gotes nuls h parar de la 
souche CMA n'dtait pas di e 4 un piobleire technique ma:s pluLot 2i'la Mialiif de la Londruon 
(Tabieau 5.1 1. 



i \. ^^ $ % . 


Nbre de 


M.-Tc mutxnts 


Pka- c / A:)l:a-c: cat- Vra3-cat 


30 10 UOO) 


Apla-c ca:-UraS-cjt / Ap}:a-c cat 
Pka-r / Apm~r: :cat- VraS-cat 
Spka-r cat-VraS-cai / Apki-r cm 
pka-K ura3 / Apka- r -cat 


36 


7 i20} 


9 


2 {23} 


113 


0 (0) 


20 


0 (0} 



^ Cc's pears, coioru;-: fursnt observees iors d'sxpcrience dc mutaginese taai avec pMPl qa'avsc oMP^ 
h^mozv^'^^^^'^^' ^' ini!t;:;en^^= ont 6t£ icalis^es avsc la consuucjioB pMPI en utiiisant me sou'cbs pka-c 
nii] 1 jT'^^-c ca: : x-.ka-c. -ca:'^ issue dc hds expeiiencss dc moiagenese sur le gene Fibi-c. 
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Pi^gt 12 



Pka-r ; Apka-r: -cai- UraS-cat 


16 


5 (52) 


Apka-c. .at / Apka-c-.cat 

pMPll 






Apka-r cat'VraS cat / Apka-r.:cat 


31 




Apkd-c : at /Apia-: cat 







Tableau 5.1, Si mmaire des resuiiats tf&xpencnces de mtitagcncss vxsaoi I'obtanuon de muuntr pka-.- tt pku- 



h^im!^miyt%Ji^C)^ §,QlM ^, . __ :.r..TnTT:TTTTT:r:r: 

Des obsen'ations faites en microscopie optique out t6v€\6 que les doubles mutants avaient une 
murphologie cellulaire arv-piqus (forme csliuiaire tits irr^guii^re). Ds plus, contrairemem k la 
coloration blanche habituelie, Iss colonies de ess doubles mutants adoptaient une coloration 
jauue tres distinctive. 
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Vtilhe prindpaie de 1 'invention ei ses avantages 
6.1 Positiom^ernent de la decouverte 

Trad:donr.snemei:L, :a decouvene de nouveaux niedicatneuts a eie bases stir b cnblage 
systemanque de produjts natursis et synmetiques dans des itsxs biologiquss ti 

annfongi.:|U£r feq-uis. 1 .u^enat St^: encore extremement iimite. pari.'Jie'-eir.euT en ce qui 
rsgarde le traiiement des misctioas fongiques systemiqiies (Tableau 6.1 s. 



CLASSE ET COMPOSE 


MOLECULE CIBLEE / .MODE D'ACTION 


Polyene 

AiEphotericins B 


Interaction avec I'ergostero] dt la membrane, formaiion de 
canaux, permeabiiits aux cations entrajBant la men 
ceUulaire 


.Analogue de nucleosides 

» 5'F1uorocytosms 


Deaminaiion intraceiluiaire en 5-fIuorouracil. interference 
avec la svnthese et les rdles biolosnaiies tie I'ADN et de 
i'ARN 


Derives azoles 

• K^toccnazole 

• Ruconaiois 

• Itraconazole 


Interacnon avec le cytochrome P-450. inhibition de la 
dsnsstbylation dy lanosterol entralaaBt iiB ipnisemejit de 
TergOvStsrol et rajccumulation de sterais toxiques dans la 
membrane ceBtilaire 


AJIylamines 
♦ Terbiaafine 


Inhibition de la squai&ne epoxidase, gpmsement de 
I'ergost^rol et accvunulatiQn de sterols toxiqties dans la 

membrane csliulaire 


Inhibiteur de mitose 
• Grisaofulvine 


IiLhibr .or, Je la irutose en metaphase par intsi^ction avec 
les microwbuies 



L'Amphotencme B et le fluconazole som de loin les antifongiques les plus couranunent utilisss 
et ce, en dspit du fait que rAmphotdricins B entiaine des efiets secondaires taportants (fievre, 
nausee, et cyioioxicite resale), st que le fluconazole, mis sur le marche ii y a une douzaine 
d annees sesilement, soil deja confront^ k des problemes importanis ds r6sisiance (Edwards, 
1991; White. 1997). 

Afia de combier ce manque flagrant de raedican^£ni,$ antifengiqus? eftlcace? et saxis effet 
sscondaire, une notsvelie approche base-: s\:r 1 i::er:inc.iUo:i -j*. la dissection de reactions 
enzymadques essentielles aa fonctionnenient de .a cellule 3 est developpee an cours des 
derai&res ann^es. PInsieurs laboratoires se sont lances dans cette qnete de cibles cellulaires 
essentielles a la survie des pathogenes fongiques {Kunz 1998; MiicheD 1998), Maigre ces 
efforts, encore pen ds cibles ont ete identifiees. Panm ceOes-ci, seulement quelques tines som 
actuellrn-.ent ntilisees potir le developpement de composes antifongiques (Groll et ai, 1998; 
Tableau D.2 !. 
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CLASSfc. El COMPOSE 


MOLECULE CIBLEE / MODE D'ACTION 


Triazoks 

• IJK 109496 


Interaction avec le cytochrome P-450, inhibiuon de ia 
d^mdthylation du lanosi^rol entrainaiit un ^puisement de 
rergost6rol et raccumulauoD de sTirols icxicuss daas la 
membrane csildaire 


Echinocandines 

* LY 303366 

• L 743872 (MK:'099n 


Inhibiuon d& ia p-(L3;glucaDe synihetase entrainaBC un 
^puisemsnt en glucanes et dOBC une fragility osmouqui 


PradiihSdiies 

• BMS181I84 

• Benanomvcin A 


Foxmauon at complexes 2vec les maSnoprnt^mes de la 

paroi c-ilukurs, c^ritiaLnar.: jes perturbations au niveau de la 

raembraiie et la mon ceHuiaire 


Polyenfes 

• Nystatin liposomiqae 


Interaction avec rergost^rol de la membrane, formation de 
cananx, perm^abilitd mx cations ealraiaaat la mort 
ceOuiaire 


Nikkomvdnes 
* NiiOtomvcii] Z 


Inhibition de la syntbess de la chitine entralnant un arret de 
croi^ance et nns fragilitfi osmotique 


Sordarines 

• GM 2.VV354 


Interaction avec k facteur d*61ongaiaon 2 impliquif dans ia 

sjstitiiese des protsmes 



La diffjcuke dans ridi-nLUicauor. ±^ cibles licm au fait que iss cellules fongiaues. tout comme 
les cellules bumaines, sent eucaiyotss, iimitani ainsi cousiderabiement le nombre de cibies 
celiulaires sur le&queHes il est possible d'agir sans interfdrer avec le fonctionnement nonnal des 
ceOules bumaines. 



6.2 A vaB ta;:es de PKA>R comme cible 

Un premier avantage d'uoliser la PKA-R comme cible est que sa fonction celi alaire. de meme 
que son mode d'action som Mjk conans (par analogic avec ce qui a 6t£ obsen-'^ chez d'autres 
organismes). Ce mode d'action rend d'ailleurs la PKA-R particuliferement atn-a\'anre pour le 
d^vsioppement de composes antifongiques. En effet. coimne ia PKA-R exerce'son acunn en 
mteragissani physiquemeni avec la PKA-C, i.^.e ^-it^gie simple pent ecre envisaeee pour 
bloquer i'mteracuon enire ces deux protsines. .-^unsi, sn empechant i'interaction PKA-C / PKA- 
R. on cr6er3Jt une coodttion simulant I'absence de ?KA~R ce qui s'av^rerait l^ial pour les 
ceUules de C. alkicar.s. Ainsi. pour empecher I'association de PKA-R k PKA-C, on pourrait 
divelopper des molecules qui, en se iiant la PKA-K, previendraiem son interaction avec PKA- 
C (Figure 6.1).^ 



Deux aim-£S sriategiss som igaiemeiii possibles; (1> edpscher la PKA-C de s'associer h la PKA-R par rraieimediaire 
^'°'^^^uies qm, cnjc h^i k cdk-a (sans intcrfcrcr avec ractivite kinase ae la PKA-Q. bloqueraient rinisraction 
avec ]a PKA-K; et U; Dioqcer on dimiiiijer la prodociion de PK.VR sous un seoii letal par riuienn-diaii- 
mokc'jies qui mterfersraieat avec ks protsines impliquees daus le contrck de rexpressiou du ^kr^-^ Pkci-^ r^ue 
detniCTc approdie requerrait cepcndani des rscbercbes supplemsntaiies sur la r^calaiion d- r-x-'e^iioc di= 
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sous-unites rigiJatritxs 



PKACastsues 



FVRMB INACnVE 



"tgiraffieifiperK"^^*^ son iateracuoh avec PKA-C, 
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La recherche de isiles molecules pourraii se fare ntiiizaxi: [& -hiniit combinaroire (voir 
travail propose k la secnon S.O). Lss motoies ayani une atrmM pour PKA-R poiirraient 
facilement eL-e &r&lii6es pour ieur capacity k interf^rer avec I'misraction PKA-C / PKA-R car m 
rest simple et rapide mesurant in vitro racdvitd ds la PKA-C. Ce test rend encore 

plus aitrayani ruiiiisaiion de la PKA-R comme cible celiulaire. En effei, celui-ci permectra de ^ 
ddtennmer rapidemeut si les moMcules avant une affinity pour PK.VR out Dotcniiel commt 
agent therapeuDque. 

Nous avoas aussi determine e:. compart la sequence de laprot^iue PKA-R de C albicans avec 



PK.VR if3, PK.VR Ga et PK.VR Hp; Gettc anal^-se- a d^moiitrd qu*U existe peU d'homolo-ie 
eatre ies PKA-R de ces deux orianismes; I'homoiogie maxiinaie ^tant de 5eui£m-rr '^4 o\ 
avec la prot^ine PK.^-R IfJ, De plus, la d6mon d'lm gene PKA-R chez la souris - la seule k 
avoir tentde chez les ceOulss de maminiftres - ne s'esi pas pas averse I^tale. Ces dr>mi6&s 
renforcent I'ldee que le gens Fka-r puisse consiimer une cible mt^ressante pour ie 
developpement de substances aBiifongigues.'^ En effet, comme la PKA-R de C albicans est 
diiTdrente ds celles prdsentes chez lliumaia, les chances sont faibles pour qu'nns moMcula mise 
au pomt pour contrer VactivixS de ia PKA-R de C alMctms ait le m6me effet sur les PK,VR 
numaiDes, De meme, conmis cJaez la souris Tabssace complete d'lins sous-unit^ PKA-R ae 
semble pas affecter la survie dss ceUules, il est possible que par anaiaeie, les cellules humames 
tolerem I mactivatioa de 
PKA-R humaines. 

63 Jntergt POUT eette d6muvert& 

PlusieufS eompagoies phaimacsutiques et biotecbuQlosiques consentsnt actueUem^ni des 
sommes irnportantss k l a jTecbet che de ciblss celiuiaires pour le d^vsloppement de comi3Ds6s 
aattfongiquss. 
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Artanteneurpertiiiept 

Una rscberche sommaire realises sur le «IBM patent server» (hn:p://patem.womplex,ibm,com/) 
SB uiilisaiit <f.Cmdida» er «idiiase» comme mots-clsf , n'a pas permi$ de troijver de brevets 
portant suf lemems stijet 



Des cription detaillee du travail a realiser 

Aim d'augmsr/ier I'anraii de la decouverts pour Vindiistrie, nous proposons d'initier la recherche 
meaant ^ i joentification de molecules ayaat une aifinit6 pour PKA-R et pouvani mhiber 
riDteraction ?KA'C / PK-VR. Pour ce faire, la chimie combmatoire est I'approche privii^ gids. 
Coniine premiers 6taps, nous prGposon,s iutilisaiion du «phage dispioy^-, une approche 
psrmeruini i'ldeaiincadon de sequences peptidivjues interagissant avec une proieine cibls 
(Cortess e: ai. 1995). Dans ie cas present nous chercherions des sequences peptidiqnes ayant 
une affmit^ pour PK.\-R. L'approche du <^phage display» rsquiert qos Ton posssde de graides 
quantites de la prot£ine cible, sn roccurence PK.A-R. Nous proposons done d'sffecmsr 
clorsage uu sene Pka-r dans un vecieur d'expression afLn de :e si:re.x.primer dans E. coh. Ls. 
proieine surprodnits sera ensuii^ utiiis^e comine appiit .lir.? l-; f xzenences de ^phjgc display-'^ 
en uriiisani des basques peptidiques dispooibles cormnercialemenL Par la suiie, k partir des ' 
sequences consensus ideatifiaea chez ies clones selectionnes. des peptides seraient syntfedtis^s et 
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x^.st6s in vitro aiiL ds deiermiDer s'ils peuvent s associer k PKA-R et orevemr FuneracDon PR A- 

Aim cie verifier I'effet des peptides identifies par «phag£ displays sur rinteractjon PK.-^-C / 
PKA-R, une source de PBCA-C est ^.galement ndcsssaire. C'est pourquoi nous proposons le 
cionage m gene Pka-c dans l-d vecteur d'expression aim de surprodiiire PKA~C. 
Les sous-sections suivautes {U a S.3 ) pr^senient uce description d6Laiil6e du travail propose. 

8.1 Mnt?T?pnpf;f rt^s ppnes Pka-r et P^a f^ 

C a//jica^^- D'utilise pas le code g^ndiique universe! pour ie codon CUG, traduisaat celui-ci en 
sinixs pmtot qu'en leucine commt c'est le cas chez les auires organismes (Sancos & Tuite 
1995). Cstte panicuiarit.6 doit eEre prise en consideration lors d'experiences visum rexpression 
dt gtncs d?i C' albicans siam E. coii. 

Dans le cas du gene Pka^c. quatre codons CUG sont presents dans ia sequence. Ceux-ci sent 
sttuesaux positions 13, 16, 390 et 413 par rapport au codon d'iiiitiatioii Met aongBeur totaie de 
rK.VC: acjdes amines). Comme il est possible que ia substitutioB de ces serines par des 
ieucmes Qors de ia traducaon dans coii) induise des changements conformaiionels de nature 
^ affecter soit racti^-itg ds la PKA-C soit son interaction avec PKA-R, n aoparait esseniiei de 
convernr - par mmg^n^se - les codons CUG en codons ACQ (sdrine). La proieme .umroduite 
dans E, coh serajt amsi idennque en sequence ^ celJe produite dans C albicans Le m-me type 
de chaitgsnjent serait ndcessaire dans le cas du gene Plca-r qui contisni im codon CUG a la 
posiuon 9d relativemsm au codon d'initiation Met Oongueur lotale de PKA-R- 4^Q ^v^d^a 
amines). ' 

Pour leur mm,^6nt,t ies Cadres de lecture des genes Pka-c et Fka-r seraient d'abord amplifies 
par PGR puiS clones dans le pnagemide pTZlS (Hiannada). Afm de faciliter le clona--e' 
ult£neiir des genes Pka-c et Pka^r dans m vecteiir d'expression (section 8.2). un site d^" ' 
restncnon .V^^I^ comprenant le codon dMtiatioQ ATG (CATAIO) - sera incoipord Its 
amorces compl6nienia..res du debut du cadre de lecture ds chacun des genes. De la meme 

™ -scriction SarnRl - comprenant le codon de lenuinaison TAG" 

(iMjGATCC; - sera mo-odmt dans ies amorces compiementaires de la fm du cadre de lecture 
de chacun des gfenes. Les clones retenus pour Pka-c et Pka-r seront sequences afin de verifier 
PCRf " ^^^^<^ (i-s. qu'aucun changement n'ait et£ introduit au cours de ramplification 

La mutagenese sera efYectuee ^ I'aide du «.Siie^directed mumgenesis ^^'^rm» (BioRad) en 
umisant ffois Oiigonucl^otides pour ia mutagenfese de Pka-c (h cause de ieur ^mximii^ 1-s 
codons i 3 et 1 6 ndcsssiteront un seul oHgonuci6otide), et un pour celle dp Pka-r \in 
d-iQenmier les mutants desires, cinq clones seront sequences dans la reaion d'interet anr^s 
chacune des 6tapes de mutagtee. Le mutant retsnti h chaque dtape sera s^Quence 
complfetemem afin de vetifier riai^grit^ du reste du gfene, 

^■^ Ooner ie gene Fka^r dans un vectear d'e xnressinn 

^^D^f f (Novagen) sera utilise pour la surproduction des prot^ines PK \-C 

et PKA-R dans E. colt Les sequences muiagdnisees de Pka-r et Fka-c seront excisdes du 



> Le aihlage de baaques de mDlecuJes cbiniiqaes dc nature non-peptidiqoe pennmr<ut probablement aussi d =d'*i.uficr 
aes composes ayaii^ une aruniie pour PKA-R et prevenant Hmeracdon p£vc / PKA-R C'^^^Zn^ Tz-tl^T 
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vecteur pTZlS ^ I'aide des enzymes de restriction Ndel si Bamm (sites de resrricuon incorpores 
aux amorc£s PCR), puis donees dans le vecteur pET28a m utiiisant les mams sites. La 
production de PKA-C et PKA-R dans £, co/i sera v6nn^s sur gei d'acrj-'lamide seion le 
protocoie de Novascn. 

La cionage de Pka~r et Pka-c dans le site NdeJ d<j vecreur pET28a pennet ia producaor. d'une 
prot^ine recombinaste po.ssedant ua '■••His*Tas^' !;jne 3fiqusn.ce de six histidines suivie d'un site 
de ciivage par la tkrombine - une endopeptidase) 4 son exirdmitf N-tenninaie. Ce «His*Tag^' 
permet la purificatian de laprotdice k laid© d'mt colonne d'affinita de nickel «iEfj>Sm<2'» 

iLjg,>:giggL^Afi .!!;i JV j 

protdises- " - ■ ■ - 

PKA-C et PKA-R, cslui-ci sera enlev6 i I'aide de thrombine biotinylfe (iitilisee cans un rado 
1:2000 thrDnibine:prot6ine recombinante). La thrombine biounyHe sera par la suite enlevee par 
passage sur sirepiavidlne-agarose (Novagen), 

La conceoL^ation prot^ique des PKA-C et PKA-R purifi6es sera ddtermin6e i I'aide du «Protein 
assay for^> de Sigma (base sur la m^thode micro-Lowry modifise par Peterson). L'activitd 
enzj'matique de la PBCA-C sera tsst^Se in vziro par ia m6thode de phosphorylation de Roskosky 
(1983) en utiiisant du [r'*^P3ATP et le substrat sp^cifique «Kempndel> (un hepiaoeptide). 
L'activit^ de la PK.^-R sera mssarfe par son habust^ k inactiver ia PKA-C dans les tests de 
phosphorj-'lation in vitro. ■ 

n&6x£ observe que las protaices surproduites dans E. coli peuvent parfois etre obtenues sous la 
forme d'a^gr^gats insolubies (appelds «corps d'inciusion»). Ce probleme est le plus souveai 
r^soiu en modifiantles conditions de croissances idur6e, temoeramre et concentration de 
Imdnctenr) ou en d^naturant st renarurant knieii:.'.nt Iss proidines. Cependant, sn d6pit de la 
presence de -corps c'inciusion», une pordon sigtiificauvs de proiiines soinbles peut * 
gdn6raiemei!t etre obtenue. Avec la grande efficacit6 de la m^thode de purification par le 
«.His*Tag», cette ponion sokble est generaleraem suffisanis pour pennettre la puriiication de 
grandes quaatit€s de pfot^ines actives. 



^•3 EK periences de «ff hase disola\» 

Le «pkags d:sp!a-yy- est une leclimque de selection utiiisant des peptides expmnss '& ia surface de 
phages recombinants. Par ceae approcbe, on pennet I'^tabUssement d'un Uen pbvsique enire les 
pepades d'une banqus de sequences al^iatoires et une proieine cible. 

Deux banques pepudiques consci-uites dans la proteins pIU do phage Ml 3 seraieni utilisses pour 
certe approcbe. La premiere serait la «D!sulfide Constrained Peptide Libraryy> (New Enciand ' 
Biolabs) contenant 3.7 x 10' clones ind^pendants. Cette banque d'heotapeptides est 
suffisammem complexe pour contenir la plupart sLnon toutes les s^ouences possibles (20* ^ 1 ^8 



X 10^1. Les heptapsptides sont flanques d'une pairs de residus cysteine qui, dans des CGnditioas 
non-ddnamraiiies, forment spoGraiieni^nt dss pc.T;L^ Jisumies, produisant aiors dss pepiides 
cycliques. De lelles banques pepiidiquss ont eis 'jdlisees svec succes pour rideniificadon de 
TDoldcules possedant des proprieiis therapeuiiquss (Wrighuan et at, 1996; C^^'-rla ei al,. 1997). 
La deuxifems banque utilis^e serait ia '^Peptide 12-mer librar-y>^ (New England Bioiabs) 
contsnant 1.9 x 10* clones md^-pendants. Cette banqu£ ns contient done pas lous les peptides 
possibles (20^^ = 4.1 x lO^^), Eile est pbjtbt oonsiiekt coiiitne une banque d'hepiapepddes 
distribu es sur uae <^.feagtre>> de 12 residus d e laigeur. Certf. bai^que peut permettxe 

une tateraciion stable; 

Q) rinteracdon des 7 acides amines doii se fairs sur une plus grande distance; (3) une structure 
lerJaire est n^cessaiie pour riaieractjon avec la prot^ine rible. 

Les banques seront cribl^es soivani les recommandatiorii da manufacrurier en utilisaut la sous- 
unit^ PK.\-P. cornine protdine cible. Pour cbacune des banques. ime quarantaine de clones 
a6montrant une affniitd pour PJC^-R seront $6q\iitnc6s. Las sequences obtenuss seront 
anaiysdes aim de ddtscter la presence de sequences consensus. Si tel est le cas, ce-Ue-ci sera 
ensuite utiUs6e pour permettre la synthess d'un peptide (iaitialement, xm par banque) qui sera 
test^ pour sa capacity k se Her I ?KA-R et k empecher rmteraction PKA-C / PKA-R in vitro iors 
de tests de phosphorylatioi? (Roskosky, 1983). 

D est possible que la proteine cible reconnaisse une structure plutdt gu'une sequence Dans ce 
cas, une sequence consensus ne pouira eL-e observde. n faudra a3ors synth6tiser quelques-uns 
des pepudes, avec des cysteines axix extrdmit^ N- et C- terminales, et les tester pour leitr 
capacity h. inMber I'interactioa PKA-C / PKA-R dans des essais de phospbon-lation in vivo 
(Koivunen et at , 1 9&4; Lumso et al, 1993; Pa!^q aaiini ei al . 1 995). 

Man laboratoire possede lexpenise necessaire. pour mener a bien les experiences proposees. 
L&nplipcanon et le clonage de produits PCR sont rsaibds de fagon routiniere dans man 
Laboratoire. Je suis egalement familier cn'ec le ^Site-directed mutagenesis systems deBtoKad, 
I ayant muue au cours de mes etudes doctorales pour introduire des mutations dans un g^ne 
a onginejongique. De plus, iors de mon stage postdoctoral fai eu I'occasian d'utiliser le 
^sieme d'expression pET de Novagen pour swrexprimer m gene d'origine fongique. Le test de 
Roskosky (i 9Hd) pour mesurer I'activiti de la PKA-C est utilise de fagon routiniere dans le 
laboratoire. En ce qui conceme les experiences de ^phage display^, nous pourrons compter sur 
la collaboration du Dr Guy BeUemare (Dipt biochime, Untversiti Laval) qui possede 
I expertise dans ce domaine, ^ 
L'iquipemem requis pour rialiser ces travaux (hotte afluxUmunaire vour trai-aii avec C 
albicans, appareilPCR, equipement d'elecnvphorese pour ADN et proteines. centnfuo.u^e^ 
incubateurs...} est dispomble dans rmn laboratoire. Nous disposons 4galemem d'un laboraloire 
pour les travaux impUquant Vunlisation de radioisotopes. 
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at.cas-^3;g:5i-:a£t:ttccs;sic:ac:;5Z3'x:aacarcLgt:gaaaaaas.C!:rtgt:qfCgt:acT:g 

cogger;- aA<,icaacc.aatgtC5caa&T::i:.ai:acaaace;af;acr.zgctgccc:otgt:cart:i::: 

gcaaa5agascaccgaaaaaa3gc&aagagasir.a(,ttgaaaagaaacaa?:aaaagaat;agt: 
ctctas»sttac!:ccggagtctgctae,t.accat:gtat;cc.aT:gl:gat-t;gccct:atc:aaattg 
gacaatacgggccrzcfftttagtcacgacaatcacaaactitcccecagcaatgacat^Acg 
cagcas^gta^itar-ic^BratctcrtcC.acrzTcctcgatctcacataatctgxcgcgttcc't 
t;Caa3;i-3ttg::t:2.t:5a.agaa5t.aaiL.rcacaacgatcaagcgcgtfiactgaaattCcac 
c3cas-_-~t:aaac£a«iciagcc&ataac-atr-aT:t:ai:-aatagccaat;ct:gcta«gtcga 
gca(i«ii:ccgc^ct;tcti,gag&aaaaggegaaatcaccttgggaffT:gagt.ttgaagasag 
aaaccaaagcaagtaaacgagtgagagssagagacagagagcgagaggggsFagtaaaaaa 
aaaagt;~scccacaaac&a«.::Egtgataccggtetr5tagcacaca>;cttctactctt 

afecaacarpt=i^accaatspcr;aatcccca:acaacaafcc.e 

M S: N P Q Q Q T I S I> E X S 0 

gt.ta:;a3aas3s.s.s.taa3;fc(-csaaasacccgc&ag£i:gr:ci:tacagtt:ci;gi:gccaacta 
L Q: K S I I S, .:< JJ ? :0 2 V. L Q ? C A N 

::c;tc£*cAcc.''-3gttacaa3c^caa&3a,agtgc)gt:r,acggt:cgcaacaagccaaagcaera 
.F T K L Q A 0 ic S S L W S 0 S A X A ■■ S 

A A G I D L F ? S D H N V K S 5 G V 

gagcat.t»cg5.ax.gacag«4Cis.ccaa3tctrAaat.cacctttcggtgt:tastgatcca2& 

cctgaatcacgccgaagatccccacaccaaagataftcaaaacagataecgctgctgctac 
i-- K H D S; D P H A K D -T^. K t D ? A A A A 

zgt;-cr-gg5',rccuc- -tcaa.itcaaat-t-cjs.tgr.r-aaasagagtgccTrctaatcctcc 
V G G G X F K S N ? D V K K: S A S N P ? 

aacca&ggasgrsgacccagazgaccca-caaa.cicc&r.cgrca-c.gaaccaaccasac.ca 
T K E V D ? D D P S K ? S S S 's' Q ? R Q 

acaatcegca-ca3car.carc£aaaacgc~atcatcaiiffl.gacc;cc:agtT:gctttcaac:gc 
Q S A S A S S K t ? S 5 K I p V A ? N A 

N R R T 5 V S A :E A I, JJ ? A X L. .K t IS S 

ttsgasacctrciigccaataarctgagcaccaccsaagaagaaacattagccaacaattc 
WKPPVNNtSI S'2SETLAIfNL 

aaagaacaat'. Crct.fctcaascaat^ggaccfc&aactctaagaaaactgtgact;gctgc 
:< S N- 5r F K Q I r! A N ? K K T V I A A 

tctaciacaaaaaTxcaE-cgczaaagacacagtsa-.tacccaacaaggTigatga^gggga 
L Q D K .5 ? A K D T V I I Q Q G D S £3 13 
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T K S! V H K 0 C K ! V T E C i 3 S t- N • 

y L I 5 f ^ - ^ S K - !jf « J, w 

a--^a-a.aa-at:rdxcrac^r'ggt5jgcr.-3cact^*t:aasigacti;&ccasgsc&agc 

l" t :< g' is y r G E L A L I d l ? r Q a 

T E A t> N V I V A T L K G Q K 

L - G ? V V E V L rv K Q D P T IV a ^ D ? 

a«t:ac5.ttct^cc:t-.cttttt'.ucsgctt.= .-'>.arc-.ct:2rst5cr--r=gttgcgatt« 
::.^,.„^„-ecr-t^grc;c=.i-igttcaac-..-:a---ct:tgtcr--a?g-a-*'^a«Sf»^ 
-:ir=:La_-;.=ra.a3.ctaa£icat:,:gc£&a<'C-.='Sc--tctacagaaaafcatacaa«ta 
£!:ikCcrzgag7*i-t-cc::cC3-a:^aT:sa-ag*.g.'ia--= 



